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第 1 章 序論  
 
微生物とヒトの健康との関わりについて研究が始まったのは 19 世紀後半




シアの研究者 Ilya Metchnikoff は、長寿者の多いブルガリアに住む人々がヨ
ーグルトを常食していることに着目し、ヨーグルトに含まれる乳酸菌により
腸内の腐敗菌の働きが抑えられ、老化の抑制につながるのではないかと考え




た“ for life”を意味し、1965 年に Lilly と Stillwell によって初めて提示された
（3）。1989 年に英国の微生物学者 Roy Fuller は、「腸内フローラのバランス
を改善することにより人に有益な作用をもたらす生きた微生物（ a live 
microbial feed supplement which beneficially affects the host animal by improving 
its intestinal microbial balance）」とプロバイオティクスを定義した（4）。その
後、2001 年に国際連合食糧農業機関（Food and Agriculture Organization of the 
United Nations：  FAO）/世界保健機関（World Health Organization：WHO）共
同の専門家ワーキンググループにより「十分量を摂取したときにヒトに有益
な効果をもたらす生きた微生物（ live microorganisms which, when administered 
in adequate amount, confer a health benefit to the host）」という定義が提唱され
（5）、2002 年には食品に使用されるプロバイオティクスの評価に関するド
ラフトガイドラインをまとめた（6）。2014 年、国際プロバイオティクス・プ
レ バ イ オ テ ィ ク ス 学 術 機 関 （ the International Scientific Association for 
Probiotics and Prebiotics）の専門家パネルメンバーにより、FAO/WHO 定義の
文法的な修正（ live microorganisms that , when administrated in adequate amounts, 
confer a health benefit on the host）が加えられた（7）。  
昨今、プロバイオティクスを含む数多くの製品が市場に流通しており、発
酵乳やヨーグルトをはじめ、ジュース、サプリメントおよび医薬品など、そ











ラクトバチルス・カゼイ・シロタ株（Lactobacillus casei strain Shirota：LcS）
は、80 年以上前に日本国内で代田稔博士により見出されたグラム陽性、通性
嫌気性の乳酸桿菌であり、代表的なプロバイオティクス株の一つとして知ら





クロファージに取り込まれ、ナイーブ T 細胞の Th1 細胞への分化を促すサ
イトカインであるインターロイキン 12（ interleukin 12：IL-12）の産生を誘導
し、外敵から身体を守る役割をもつ自然免疫細胞であるナチュラルキラー
（natural killer：NK）細胞の活性を高めることが報告されている（15, 16）。






































糞便からの検出が報告されている Lactobacillus rhamnosus が LcS と類似のコ
ロニーを形成するため、欧州地域での LcS の消化管生残性評価の阻害要因と
なり得ることが課題であった。そこで第一の研究として、コロニー形態によ
り LcS と L. rhamnosus を見分けることができる新規な選択培地である
modified-rhamnose-2,3,5-triphenyltetrazolium chloride-LBS-vancomycin （ M-
RTLV）寒天培地の性能評価を行い、この培地を用いて西欧の中心的な位置に
あるベルギーに居住する人々を対象とした LcS の消化管生残性評価を行っ











を行った（34, 35）。  
また、一般の生活環境と著しく異なる特殊環境で生活する人々の健康管理












ISS に滞在する宇宙飛行士が摂取しても LcS が生きて腸に届き、腸内環境を
整えて免疫機能の維持・活性化に効果を発揮するためには、 ISS 船内環境で
も LcS の機能が安定的に維持されることが求められる。そこで第三の研究と












第 2 章  新規な乳酸菌鑑別用選択培地の性能評価および LcS の消化管生残性
評価  
 




















り、培養に依存しない測定手法として蛍光染色 in situ ハイブリダイゼーショ
ン法（ fluorescent in situ hybridization：FISH）、定量的 PCR 法（quantitative 
polymerase chain reaction：qPCR）、逆転写 -PCR 法（ reverse transcription PCR： 
RT-PCR）、フローサイトメーターを用いた蛍光活性化セルソーティング法






た菌に入り込んで DNA を化学修飾して PCR 反応を阻害する特徴を持つ

















生育可能な培地であり、LcS の類縁種である L. casei、Lactobacillus paracasei 




製品も豊富である。欧州で流通している製品の中には L. rhamnosus を含むも
のもあり（39）、現地に居住する人々は日常的に発酵乳製品を摂取している
ことから、腸内細菌叢もその食生活の影響を受けている可能性がある。実際
に、欧州に居住するヒトの糞便から L. rhamnosus が検出されたことが報告さ
れている（40）。  
L. casei/L. paracasei と L. rhamnosus の違いとして、L-ラムノースの資化
性が挙げられる。L. rhamnosus は L-ラムノースを炭素源として利用し、乳酸
を産生するのに対し、L. casei/L. paracasei はこれを利用することができない。
Nagasaki らは、還元時に triphenylformazan の赤色沈殿を生じる酸化還元指示
薬である 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride （TTC）の性質に着目し、乳酸菌






選択培地である M-RTLV 寒天培地による L. casei/L. paracasei と L. rhamnosus




2.2 材料および方法  
 
使用菌株  
L. casei DSM 20011 T、Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 T、
L. paracasei subsp. paracasei に属する 6 菌株（DSM 5622 T、DSM 8741、DSM 
20006、DSM 20008、DSM 20020、DSM 20244）および L. rhamnosus に属する
9 菌株（DSM 20021 T、DSM 8743、DSM 8744、DSM 8745、DSM 8746、DSM 
20022、DSM 20245、DSM 20247、DSM 20711）は DSMZ GmbH（ブラウンシ
ュヴァイク、ドイツ）より購入した。Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 T、
Lactobacillus brevis ATCC 14869 T、 Lactobacillus fermentum ATCC 14931 T、
Lactobacillus fructivorans JCM 1117 T、Lactobacillus plantarum ATCC 14917 T、
Lactobacillus reuteri JCM 1112 T、Lactobacillus ruminis JCM 1152 T、Lactobacillus 




Lactobacillus 属の各菌株は MRS 培地（Becton Dickinson and Company、フ
ランクリン・レイクス、米国）を用いて培養した。AnaeroGen（Oxford Limited、
ハンプシャー、英国）および AnaeroPack Rectangular Jar（三菱ガス化学株式
会社、東京）を使用し、37℃にて 48～72 時間培養した。  
 
培地調製  
M-RTLV 寒天培地の組成を Table 2-1 に示す。培地は 1N の HCl を用いて
pH6.0 に調整し、沸騰水中で 30 分間煮沸することによって滅菌した。L-ラム
ノース溶液（0.4 g/mL）、バンコマイシン溶液（10 mg/mL）、メトロニダゾー
ル溶液（10 mg/mL）および TTC 溶液（30 mg/mL）は、ろ過滅菌を行った。
プレートに分注する直前に、L-ラムノース溶液 50 mL、バンコマイシン、メ
トロニダゾール、TTC の各溶液 1 mL を培地液に加えた。MRS-バンコマイシ







AnaeroGen および AnaeroPack Rectangular Jar を用いて 37℃で 72 時間嫌気培






M-RTLV 寒天培地と MRS-V 寒天培地による菌数測定能の比較  
L. rhamnosus DSM 20021 T の培養液と LcS、L. casei DSM 20011 T または L. 
paracasei subsp. paracasei DSM 5622 T の培養液を 1:1、1:3 および 3:1 の比で
混合し、PBS にて 10 6 倍希釈した。これら混合希釈液を M-RTLV 寒天培地お
よび MRS-V 寒天培地に塗抹した。MRS-V 寒天培地の場合はデュプリケート
とし、一つは 37℃、もう一つは 43℃で培養した。M-RTLV 寒天培地は 37℃
で培養した。M-RTLV 寒天培地では、各菌株を単一培養した際のコロニー形
態を参照した。赤い斑点が中心にあり、大きい（2～3 mm 程度）円形の白色
コロニーを L. rhamnosus、中程度の大きさ（1～1.5 mm 程度）の赤色コロニ
ーを L. casei および L. paracasei と判定した。MRS-V 寒天培地では、L. 
rhamnosus、L. casei および L. paracasei は 37℃では全て生育するのに対し、
43℃で生育できるのは L. rhamnosus のみである。L. casei および L. paracasei
の菌数は、37℃で出現したコロニー数から 43℃で出現したコロニー数を差
し引くことで推定した。M-RTLV 寒天培地、MRS-V 寒天培地共に 2 連で測定
を行った。  
 
健常成人を対象とした LcS 発酵乳の飲用試験  
Drug Research Unit Ghent（ゲント、ベルギー）が募集したベルギーに居住
する 18～65 歳の健常成人男女 20 名を本飲用試験の被験者とした。試験の実










被験者を試験飲料 A 群および試験飲料 B 群にランダムに割り付けた。試
験飲料 A として現地で市販されている Yakult、試験飲料 B として現地で市
販されている Yakult Light を使用した（Table 2-2）。両飲料は、Yakult Europe 
B.V.（アルメア、オランダ）より提供された。  







Drug Research Unit Ghent へ持参した。糞便検体を引き渡した後、被験者は試
験飲料 7 本と新しい採便用資材を受け取り、飲用期間中に毎日 1 本試験飲料
を飲用した。飲用完了後、被験者は再度糞便を採取し、試験実施施設に持参
した。採便日当日に排便が無い場合、最大 2 日間の採便遅延を認めた。  
 
糞便に含まれる LcS の同定および菌数測定  
被験者から提出された糞便を秤量した後、嫌気グローブボックス（5% CO 2 、
4% H 2 、91% N 2 ）へ移し、嫌気用希釈バッファーに 1:9（w:v）の比率で加え
て懸濁した。糞便は薬さじで押しつぶし、ボルテックスミキサーで均一化し
た。この懸濁液を同じバッファーで段階希釈し、M-RTLV 寒天培地に接種し
37℃で 72 時間嫌気培養した。培養後、LcS を含む L. casei/L. paracasei 様の
円形、中程度の赤色（circular medium-sized red：CMR）コロニーの数を測定
し、Yuki らの方法（ 12）に従って CMR コロニーの一部を LcS 特異的モノク
ローナル抗体 L8 を用いた enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）に供
した。その結果、陽性と判定されたコロニーを LcS とし、CMR コロニー数














Table 2-1. M-RTLV 寒天培地の組成  
トリプチケースペプトン  10 g 
酵母エキス  5 g 
リン酸二水素カリウム  6 g 
クエン酸三アンモニウム  2 g 
ツイーン 80 1 g 
酢酸ナトリウム三水和物  25 g 
Bacto agar 20 g 
バンコマイシン塩酸塩  10 mg 
メトロニダゾール  10 mg 
2,3,5-triphenyltetrazolium chloride 30 mg 
L-ラムノース  20 g 
Salt solution a 5 mL 
精製水  950 mL 
  
a Salt solution 組成   
硫酸マグネシウム七水和物  11.5 g 
硫酸鉄 (II)七水和物  0.68 g 
硫酸マンガン (II)四水和物  2.4 g 









Table 2-2. 試験飲料 1 本当たりの組成  
 試験飲料 A 試験飲料 B 
容量（mL）  65 65 
LcS 生菌数（CFU）  ≥ 6.5 × 10 9 ≥ 6.5 × 10 9 
エネルギー（kcal/kJ）  48.4/202.5 27.3/114.2 
脂肪分（g）  < 0.1 < 0.1 
炭水化物（g）  11.2 6.6 















2.3 結果  
 
M-RTLV 寒天培地上に生育する Lactobacillus 属菌株のコロニー形態  
Lactobacillus 属の 26 菌株を M-RTLV 寒天培地で培養したところ、L. casei、
L. paracaseii および L. rhamnosus に属する全ての菌株を含む 21 株がコロニ
ーを形成し、5 株は生育しなかった（Table 2-3）。L. casei と L. paracasei の各
菌株は赤色のコロニーを形成したのに対し、L. rhamnosus の各菌株は赤い斑
点のある白色コロニーまたはピンク色のコロニーを形成した。これら以外の
菌株では、L. plantarum ATCC 14917 T のみ L. casei/L. paracasei と類似の赤色
コロニーを形成した。L. fermentum ATCC 14931 T、L. reuteri JCM 1112 T および
L. sakei JCM 1157 T は微小コロニーを形成し、L. casei、L. paracasei および L. 
rhamnosus とは明確に異なっていた。  
 
L. casei/L. paracasei と L. rhamnosus が混在する場合の M-RTLV 寒天培地での
識別性および MRS-V 寒天培地との菌数測定能の比較  
LcS と L. rhamnosus DSM 20021 T の混合希釈液を M-RTLV 寒天培地にて培
養した例を Fig. 2-2 にて示す。両者は、色調をはじめとするコロニー形態の
違いにより、同一の M-RTLV 寒天培地プレート上で明確に識別することがで
きた。LcS 以外の L. casei/L. paracasei と L. rhamnosus の組合せでも同様に識
別することが可能であった。L. casei/L. paracasei と L. rhamnosus の混合比を
3 段階に分け、M-RTLV 寒天培地上でのコロニー形態の違いに基づき両者を
判別し、それぞれのコロニー数を計測した。比較対照として、43℃でも生育
できる L. rhamnosus と同温度では生育できない L. casei/L. paracasei の特性
の違いを活用し、MRS-V 寒天培地を用いて両者の菌数測定を行う方法（42）
を採用した。同一の混合希釈液を用いて M-RTLV 寒天培地と MRS-V 寒天培
地にそれぞれ接種し培養した結果、L. rhamnosus DSM 20021 T と LcS、L. casei 
DSM 20011 T および L. paracasei subsp. paracasei DSM 5622 T のいずれの組合
せにおいても両培地による菌数測定結果は同等であった（Table 2-4）。  
 
M-RTLV 寒天培地による糞便中の LcS 菌数測定能の評価  
M-RTLV 寒天培地による糞便中の LcS 菌数測定能を評価するため、LcS 発
酵乳（試験飲料 A または B）の飲用試験を実施した。飲用前後における、M-
RTLV 寒天培地上にコロニーを形成した菌の総数、CMR コロニーを形成した
菌数および LcS 特異的抗体を用いた ELISA にて LcS と判定された菌数を
Table 2-5 に示す。試験飲料の飲用前に糞便中から CMR が検出されたのは 19
名中 4 名であり、うち 1 名（被験者 No. 2）は ELISA で LcS と判定された。
試験飲料を 1 週間継続飲用した後の糞便を M-RTLV 寒天培地にて培養した
14 
 
結果、19 名中 18 名から CMR コロニーが検出された。試験飲料 A 群に含ま
れる被験者 No. 13 では、バックグラウンドで生育した菌の数が非常に多く
培地プレート全体に広がっており、CMR を識別できなかった。検出された
CMR コロニーの大部分は ELISA により LcS と判定され、個々の被験者にお
ける CMR と LcS の菌数は同等であった。試験飲料 A 群における CMR コロ
ニー形成菌数は 6.7 ± 0.6 log 10  CFU/g 糞便、LcS 菌数は 6.6 ± 0.7 log 10  CFU/g 
糞便であり、試験飲料 B 群では CMR コロニー形成菌数、LcS 菌数共に 6.5 ± 















色  形状  
大きさ  
(mm) 
LcS 赤色  円形  1.0 
L. casei DSM 20011 T 赤色  円形  1.0 
L. paracasei subsp. paracasei DSM 5622 T 赤色  いびつ  1.0–1.5 
L. paracasei subsp. paracasei DSM 8741 赤色  円形  1.0 
L. paracasei subsp. paracasei DSM 20006 赤色  いびつ  2.0–3.0 
L. paracasei subsp. paracasei DSM 20008 赤色  いびつ  1.5–2.0 
L. paracasei subsp. paracasei DSM 20020 赤色  円形  1.0 
L. paracasei subsp. paracasei DSM 20244 赤色  いびつ  2.0–3.0 
L. rhamnosus DSM 20021 T 白色、赤色の斑点  円形  2.0–3.0 
L. rhamnosus DSM 8743 白色、赤色の斑点  円形  2.0 
L. rhamnosus DSM 8744 白色、赤色の斑点  円形  2.0 
L. rhamnosus DSM 8745 白色、赤色の斑点  いびつ  1.5–2.0 
L. rhamnosus DSM 8746 ピンク色  円形  2.0 
L. rhamnosus DSM 20022 白色、赤色の斑点  円形  1.0 
L. rhamnosus DSM 20245 白色、赤色の斑点  円形  2.0 
L. rhamnosus DSM 20247 白色、赤色の斑点  いびつ  2.0–3.0 
L. rhamnosus DSM 20711 白色、赤色の斑点  円形  1.0 
L. acidophilus ATCC 4356 T — — — 
L. brevis ATCC 14869 T — — — 
L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081 T — — — 
L. fermentum ATCC 14931 T 白色  円形  <0.5 
L. fructivorans JCM 1117 T — — — 
L. plantarum  ATCC 14917 T 赤色  円形  1.0 
L. reuteri JCM 1112 T 白色、赤色の斑点  円形  <0.5 
L. ruminis JCM 1152 T — — — 









Fig. 2-2. M-RTLV 寒天培地上での LcS および L. rhamnosus DSM 20021 T  （LR）  













Table 2-4. M-RTLV 寒天培地および MRS-V 寒天培地による L. rhamnosus DSM 
20021 T（LR）と LcS、L. casei DSM 20011 T（LC）または L. paracasei subsp. 
paracasei DSM 5622 T（LP）混合希釈液中の菌数比較  
 
M-RTLV 寒天培地上の  
コロニー数   
MRS-V 寒天培地上の  
コロニー数  
 総数




(LR) LcS a 
(LcS+LR)-1 247.5 170.0 77.5  251.0 175.5 75.5 
(LcS+LR)-2 375.0 156.0 219.0  367.5 149.0 218.5 
(LcS+LR)-3 419.5 65.0 354.5  404.0 86.5 317.5 
 
総数




(LR) LC a 
(LC+LR)-1 225.5 203.0 22.5  239.5 205.0 34.5 
(LC+LR)-2 183.0 140.0 43.0  205.5 155.5 50.0 
(LC+LR)-3 112.0 53.0 59.0  119.0 64.0 55.0 
 
総数




(LR) LP a 
(LP+LR)-1 254.0 196.5 57.5  226.0 191.5 34.5 
(LP+LR)-2 253.5 154.0 99.5  247.0 143.5 103.5 
(LP+LR)-3 269.5 75.0 194.5  261.5 77.5 184.0 





Table 2-5. 試験飲料の飲用前後における、M-RTLV 寒天培地上で生育した糞
便中の生菌総数、L. casei/L. paracasei 様の円形、中程度の赤色コロニー（CMR）
を呈した菌数および LcS と同定された菌数の比較  
< 2.3：検出下限値未満。平均値および標準偏差は検出下限値以上の値を用い
て算出した。飲用前の CMR、LcS は検出率が低いため算出しなかった。  
試験飲料 A              
  
被験者  
飲用前の生菌数                            
(log 10  CFU/g 糞便 )   
飲用後の生菌数                            
(log 10  CFU/g 糞便 ) 
総数  CMR LcS   総数  CMR LcS 
1 6.7 < 2.3 < 2.3  7.2 5.9 5.9 
2 6.0 5.9 5.9  7.6 7.6 7.6 
4 5.6 < 2.3 < 2.3  8.0 6.8 6.6 
7 7.0 < 2.3 < 2.3  7.0 6.5 6.5 
10 < 2.3 < 2.3 < 2.3  5.9 5.9 5.8 
12 7.2 < 2.3 < 2.3  7.5 7.5 7.5 
13 8.3 < 2.3 < 2.3  8.9 < 2.3 < 2.3 
16 4.4 4.2 < 2.3  6.6 6.6 6.5 
17 2.8 < 2.3 < 2.3   6.4 6.4 6.4 
平均値  6.0 －  －    7.2 6.7 6.6 
標準偏差  1.7 －  －   0.9 0.6 0.7 
試験飲料 B        
  
被験者  
飲用前の生菌数                            
(log 10  CFU/g 糞便 )   
飲用後の生菌数                            
(log 10  CFU/g 糞便 ) 
総数  CMR LcS   総数  CMR LcS 
3 5.0 < 2.3 < 2.3  7.5 7.5 7.5 
5 6.0 < 2.3 < 2.3  6.0 6.0 6.0 
6 4.7 < 2.3 < 2.3  5.4 5.4 5.4 
8 3.8 < 2.3 < 2.3  8.0 6.0 5.9 
9 6.3 4.4 < 2.3  6.8 6.3 6.3 
11 6.9 < 2.3 < 2.3  7.1 7.1 7.1 
14 5.4 5.4 < 2.3  7.2 7.0 7.0 
15 5.6 < 2.3 < 2.3  6.6 6.6 6.6 
19 4.2 < 2.3 < 2.3  6.3 6.3 6.3 
20 7.5 < 2.3 < 2.3   8.3 6.8 6.8 
平均値  5.5 －  －    6.9 6.5 6.5 
標準偏差  1.2 －  －   0.9 0.6 0.6 
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2.4 考察  
 
L-ラムノースを炭素源とし、pH 変化による呈色反応を示す TTC を用いた
新規な乳酸菌鑑別用選択培地として開発された M-RTLV 寒天培地の性能評
価を行った。本培地を用いて培養した場合、LcS を含む L. casei/L. paracasei
は赤色のコロニーを形成するのに対し、L. rhamnosus は赤色の斑点のある白
色コロニーまたはピンク色のコロニーを形成した（Table 2-3）。また、L. 




Tharmaraj および Shah は、生育可能温度の違いにより L. casei と L. 
rhamnosus を含む菌液から両者の菌数を測定する方法を確立した（42）。この
方法では、L. rhamnosus を測定するための 43℃培養用、L. casei と L. rhamnosus
の両者を含む菌の総数を測定するための 37℃培養用という一対の MRS-V 寒
天培地を要する。37℃と 43℃でそれぞれ温度設定したインキュベーターを
使用するため、測定作業は煩雑となる。また、43℃では L. rhamnosus のみ実
測できるが、37℃では両者が生育するため L. casei を実測できず、37℃で得
られた総数から 43℃で得られた L. rhamnosus の数を差し引いて推定値とし
て算出する。一方、M-RTLV 寒天培地は単一のプレート、温度条件にて培養
することにより、混合希釈液に含まれる L. casei/L. paracasei と L. rhamnosus
のコロニー数を個別に実測できる。M-RTLV 寒天培地による測定方法は、
MRS-V 寒天培地を用いる Tharmaraj らの方法に比べて簡便であり、かつ実測
による精度の高さを有すると考えられた。  
M-RTLV 寒天培地を LcS の消化管生残性評価に適用可能か検証するため、
ベルギーに居住する健常成人を対象とした LcS 発酵乳の飲用試験を実施し
た。飲用前に採取した糞便を M-RTLV 寒天培地で培養したところ、19 名の
うち 4 名の糞便から LcS を含む L. casei/L. paracasei 様の CMR コロニーが検
出され、被験者 No. 2 の CMR コロニーに含まれる菌は ELISA により LcS と
同定された。この被験者以外の糞便から検出された CMR コロニーに含まれ
る菌は、内在性の L. casei/L. paracasei であると推察された。LcS 発酵乳（試
験飲料 A または試験飲料 B）の飲用後、19 名のうち 18 名の糞便から CMR
コロニーが検出され、その大半が LcS と同定された（Table 2-5）。このこと
から、M-RTLV 寒天培地は LcS 発酵乳摂取後に糞便から排出される LcS をコ
ロニー形態に基づいて判別でき、LcS 摂取による消化管生残性の評価に適用






本試験では、試験飲料 A の飲用後に平均で 6.6 ± 0.7 log 10  CFU/g 糞便、試
験飲料 B の飲用後に 6.5 ± 0.6 log 10  CFU/g 糞便の LcS 生菌がそれぞれ検出さ
れた（Table 2-5）。摂取した LcS 発酵乳中の生菌数（1 本当たり 6.5×10 9  CFU）
から換算すると、糞便 1 g 当たりの平均回収率は試験飲料 A が 0.061%、試
験飲料 B が 0.049%と算出された。日本国内で LLV 寒天培地と ELISA を組み
合わせて評価した過去の飲用試験結果（12–14）から同様に算出した場合、平
均回収率は 0.050～0.084%であった。今回の試験により得られた LcS 摂取後
の糞便中の LcS 生菌数は、LLV 寒天培地による過去の試験実績と同等であっ
たと考えられた。培養法は、培地の性質の違いにより選択圧の掛かり方も異
なるが、M-RTLV 寒天培地の培地特性は LcS の消化管生残性評価には影響を
及ぼさないと判断された。  
本研究では、プロバイオティクス乳酸菌として LcS を用いて M-RTLV 寒
天培地の性能評価および消化管生残性評価を行った。LcS 以外にも L. casei/L. 




















人を対象とした LcS 発酵乳の飲用効果検証  
 















告されている（47）。   
便の硬さを評価するためには、便の形や状態を視覚的に評価する方法が有
効である。O’Donnell らが開発したブリストル便性状スケール（Bristol Stool 





として BSFS が推奨されている（52, 53）。ローマ基準で便秘型 IBS および機
能性便秘を診断するための項目の一つとして「排便の 25%以上で硬めの便が
出る」が含まれており、BSFS スコア 1（硬くてコロコロした木の実のような
便：separate hard lumps, like nuts）またはスコア 2（いくつかの塊があるソー
セージ状の便：sausage-shaped but lumpy）が硬めの便に該当する。ローマ基













Koebnick らは、LcS 生菌を 6.5 × 10 9  CFU 以上含む LcS 発酵乳の飲用により、
LcS を含まないプラセボ飲用者に比べて硬めの便の発生が有意に低減したこ
とを報告している（54）。この試験では BSFS を改変し、便性状を元の 7 タイ
プから 5 タイプに集約しているため、BSFS のバリデーションによる有効性
が適切に反映されているとはいえない。また、1 週間毎の振り返りにより評
価していたため、被験者の記憶によるバイアスを否定できない。便秘に対す













Fig. 3-1-1. ブリストル便性状スケール（BSFS）の見本  
 
Reproduced with kind permission of Dr KW Heaton, formerly Reader in Medicineat the 








Table 3-1-1. 機能性便秘の診断に関するローマ III 基準  
1. 以下の  6 項目のうち，2 項目以上を満たす  
 a. 排便の 25%以上で排便時にいきみがある  
Straining during at least 25% of defecations 
 b. 排便の 25%以上で硬めの便が出る  
Lumpy or hard stools in at least 25% of defecations 
 c. 排便の 25%以上で残便感を感じる  
Sensation of incomplete evacuation for at least 25% of defecations 
 d. 排便の 25%以上で直腸肛門の閉塞感や排便困難感がある  
Sensation of anorectal obstruction/blockage for at least 25% of defecations 
 e. 排便の 25%以上で用手的に排便促進の対応をしている  
（摘便、骨盤底圧迫など）  
Manual maneuvers to facilitate at least 25% of defecations (e.g., digital 
evacuation, support of the pelvic floor) 
 f. 排便回数が週に 3 回未満である  
Fewer than 3 defecations per week 
2. 下剤を使わないときに軟便になることは稀である  
Loose stools are rarely present without the use of laxatives 
3. 過敏性腸症候群（ IBS）の診断基準を満たさない  
There are insufficient criteria for IBS 
※6 か月以上前から症状があり、直近 3 か月間は上記の基準を満たしてい
ること  
Criteria fulfilled for the last 3 months with symptom onset at least 6 months 






3.1.2 材料および方法  
 
被験者  
硬めの便が頻繁に出るとの自覚があり、少なくとも 2 日に 1 回排便のあ
る 18 歳～ 65 歳の健常成人男女を被験者とした。被験者の募集は Drug 
Research Unit Ghent が行った。試験の実施に先立ち、全ての被験者から同意
書への署名を受けると共に、年齢等の背景情報および服薬歴を取得した。飲
用試験への参加者を選抜するため、被験者に対して BSFS を用いた日誌に便












飲用試験スケジュールを Fig. 3-1-2 に示す。本試験は、単一施設によるラ
ンダム化オープンラベル非飲用対照試験として実施した。層別ブロックラン
ダム化により、40 名の被験者を LcS 発酵乳群と非飲用群に男女均等に割り
付けた。1 週間の観察期間と 3 週間の飲用期間にて試験を実施し、非飲用群
は試験飲料を飲用しない観察期間 4 週間とした。  
被験者は、試験期間を通じて BSFS および便秘関連症状を日誌に記録する
と共に糞便検体を週 3 回採取した。糞便の一部（0.5～2 g 程度）を 2 本の採
便チューブ（SARSTEDT、ニュームブレヒト、ドイツ）に採取し、分析に供
するまで凍結状態を維持した。被験者は日誌と糞便検体を試験実施施設
（Drug Research Unit Ghent）まで毎週持参した。  





試験飲料は、1 本 65 mL 当たり 6.5 × 10 9  CFU の LcS を含む発酵乳（Table 
3-1-2）であり、Yakult Europe B.V.より提供された。LcS 発酵乳群には、試験
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BSFS スコア、便秘関連症状スコアおよび排便回数  
便性状を 7 段階に分けた BSFS のイラストと共にスコアを示した日誌に
て、排便毎に該当するスコアを記録した。排便時の痛み（Painful effort during 
bowel movement）、排便後の残便感（Feeling incomplete on bowel movement）、
排便時のいきみ（ Straining during bowel movement）、トイレの滞在時間
（Minutes in lavatory per attempt）、排便未遂（Unsuccessful attempts for bowel 









お よ び パ ラ ク レ ゾ ー ル の 濃 度 は 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ high 
performance liquid chromatography：HPLC）により測定した。糞便検体の処理
は次のとおり行った。  
短鎖脂肪酸：糞便検体に対して 10 倍容（w/v）となるよう 0.1 M リン酸緩
衝液（pH 5.5）を加えて糞便懸濁液を調製した。この懸濁液 0.8 mL に対して
10%（v/v）過塩素酸溶液 0.1 mL と 100 mM クロトン酸（内部標準）溶液 0.1 
mL を混合し、タンパク質除去のため 4℃で一晩静置した。その後、遠心分離
した上清を 0.45 μm フィルターにて濾過し、HPLC 解析に供した。  
パラクレゾール：糞便懸濁液 5 mL、濃塩酸 2 mL および 250 μg/mL パラク
ロロフェノール（内部標準）溶液 0.2 mL をガラス試験管に入れて混合し、
60 分間煮沸して加水分解を行った。室温で放冷した後、ジエチルエーテル 4 
mL を混合液に加え、1 分間撹拌して有機溶媒抽出を行った。遠心分離後、溶








全ての統計解析は SAS バージョン 9.1.3（SAS Institute Inc.、ケーリー、ノ
ースカロライナ州、米国）にて実施した。   
サンプルサイズの推定は次のとおり行った。未発表データから、平均 BSFS





途中脱落の可能性を考慮し、1 群の被験者数を 20 名と設定した。  
排便の 25%以上で硬めの便が出る被験者の比率は、一般化推定方程式
（generalized estimating equation model：GEE model）で両側検定にて 0.05 を
有意水準として解析した。BSFS スコア、便秘関連症状スコア、便中水分含
量および便中代謝産物濃度の変化は、反復測定の共分散分析（ repeated 
analysis of covariance model： repeated ANCOVA model）で両側検定にて 0.05
を有意水準として解析した。排便回数および残便感の無い排便回数も





















Table 3-1-2. 試験飲料 1 本当たりの組成  
容量（mL）  65 
LcS 生菌数（CFU）  ≥ 6.5 × 10 9 
エネルギー（kcal/kJ）  27.3/114 
脂肪分（g）  < 0.1 
炭水化物（g）  6.6 









Table 3-1-3. 便秘関連症状スコア  
 スコア  
 1 2 3 4 
排便時の痛み  
Painful effort during bowel movement 
None Little Some A lot 
排便後の残便感  
Feeling incomplete on bowel movement 
None Little Some A lot 
排便時のいきみ  
Straining during bowel movement 
None Little Some A lot 
トイレの滞在時間  
Minutes in lavatory per attempt 
< 5min 5-10 min 10-20 min 
20 min or 
more 
排便未遂  
Unsuccessful attempts for bowel movement 
Never 1 time 2times 










3.1.3 結果  
 
被験者情報  
39 名の被験者が試験を完遂した。LcS 発酵乳群の被験者 1 名は、制限さ
れた薬剤を服用したため脱落とした。被験者の背景情報に両群間で差はみら
れなかった（Table 3-1-4）。  
 
硬めの便が出る被験者の比率および便性状の変化  
排便の 25%以上で硬めの便が出る被験者の比率変化を LcS 発酵乳群と非
飲用群で比較した（Fig. 3-1-3）。LcS 発酵乳群では、3 週間の継続飲用により
該当する被験者の比率が 73.7%から 36.8% に低下したのに対し、非飲用群で
は同一期間における被験者比率は 75.0%から 85.0%に変化しており、群間で
有意差を認めた（P = 0.002）。また、BSFS スコアおよび便中水分含量の変化
を Table 3-1-5 に示した。3 週間の LcS 発酵乳飲用により BSFS スコアの平均
値は 2.76 から 3.25 に改善（便が軟化）したのに対し、非飲用群では 2.34 か
ら 2.50 の変化であり、両群間に有意差を認めた（P < 0.001）。便性状の変化
により便中の水分含量にも変化が生じると想定されたが、検査結果では両群
間に差は認められなかった（P = 0.426）。  
 
便秘関連症状および便中代謝産物の変化  
便秘関連症状および便中代謝産物の変化を Table 3-1-6、3-1-7 に示した。
トイレの滞在時間のスコアは非飲用群に比べて LcS 発酵乳群で低かった（P 
< 0.001）。その他の項目には特記すべき変化を認めなかった。また、腸内細
菌による炭水化物の代謝産物であり、腸の蠕動運動促進や腸管バリア機能増








便回数は両群共に 1 週目で平均約 6 回 /週であり、ほぼ毎日排便のある正常
な範囲内であった。一方、残便感の無い排便回数は飲用前で平均 3 回強 /週で
あり、概ね 2 回に 1 回近くの割合で残便感を感じていたと推測された。試験
飲料の継続飲用により、排便回数は平均 6.2 回 /週から 7.9 回 /週に、残便感の
無い排便回数は 3.2 回 /週から 5.3 回 /週にそれぞれ増加したのに対し、非飲用
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群では排便回数が 5.9 回 /週から 6.0 回 /週、残便感の無い排便回数が 3.5 回 /
週から 3.9 回 /週の変化にとどまった（排便回数：P < 0.001、残便感の無い排









Table 3-1-4. 被験者背景情報  
 
LcS 発酵乳群  
(n = 19) 
非飲用群  
(n = 20) 
P 
年齢（歳）  35.4 ± 14.2 32.1 ± 13.6 0.460 a 
身長（cm）  175.8 ± 12.3 171.7 ± 9.5 0.253 a 
体重（kg）  73.1 ± 12.1 70.9 ± 13.2 0.595 a 
BMI （kg/m 2） 23.7 ± 3.5 23.9 ± 3.1 0.825 a 
性別（n）     
 女性 /男性  11/8 12/8 0.894 b 
年齢、身長、体重および BMI の結果は平均値  ± 標準偏差で示した。a スチュ











Fig. 3-1-3. 排便の 25%以上で硬めの便が出る被験者の比率の変化。統計解析


























飲用前  飲用期間  









Table 3-1-5. BSFS スコアおよび便中水分含量の変化  
 飲用前   飲用期間（飲用前からの変化）   
  1 週目   2 週目  3 週目  4 週目  P 
BSFS スコア        
LcS 発酵乳群  2.76 ± 0.39  2.99 ± 0.71  (0.23 ± 0.68) 
3.39 ± 0.53  
(0.63 ± 0.39) 
3.25 ± 0.59  
(0.49 ± 0.55) < 0.001 
非飲用群  2.34 ± 0.52  2.31 ± 0.54  (–0.03 ± 0.40) 
2.28 ± 0.69  
(–0.06 ± 0.57) 
2.50 ± 0.71 
(0.16 ± 0.66) 
便中水分含量（%）       
LcS 発酵乳群  72.5 ± 5.9  73.8 ± 4.9  (1.4 ± 6.0) 
72.7 ± 4.9  
(0.2 ± 5.7) 
71.7 ± 6.0  
(–0.8 ± 5.8) 0.426 
非飲用群  72.1 ± 4.2   70.7 ± 5.4  (–1.4 ± 3.8) 
69.9 ± 6.7  
(–2.1 ± 4.7) 
71.0 ± 5.4  
(–1.1 ± 4.2) 












Table 3-1-6. 便秘関連症状スコアの変化  







  飲用前   飲用期間（飲用前からの変化）   
  1 週目   2 週目  3 週目  4 週目  P 
排便時の痛み        
LcS 発酵乳群  1.65 ± 0.68  1.48 ± 0.57  (–0.17 ± 0.67) 
1.51 ± 0.56  
(–0.14 ± 0.65) 
1.40 ± 0.42  
(–0.25 ± 0.55) 0.078 
非飲用群  1.64 ± 0.50  1.54 ± 0.59  (–0.10 ± 0.40) 
1.46 ± 0.42  
(–0.18 ± 0.57) 
1.40 ± 0.41  
(–0.24 ± 0.66) 
排便後の残便感        
LcS 発酵乳群  1.87 ± 0.63  1.84 ± 0.77  (–0.03 ± 0.66) 
1.77 ± 0.89  
(–0.10 ± 0.63) 
1.47 ± 0.55  
(–0.40 ± 0.56) 0.273 
非飲用群  1.63 ± 0.64  1.50 ± 0.64  (–0.13 ± 0.36) 
1.46 ± 0.49  
(–0.17 ± 0.51) 
1.57 ± 0.60  
(–0.07 ± 0.50) 
排便時のいきみ        
LcS 発酵乳群  2.23 ± 0.67  1.90 ± 0.73  (–0.33 ± 0.75) 
1.93 ± 0.70  
(–0.30 ± 0.68) 
1.68 ± 0.58  
(–0.55 ± 0.57) 0.054 
非飲用群  2.14 ± 0.73  1.81 ± 0.68  (–0.33 ± 0.55) 
1.73 ± 0.53  
(–0.41 ± 0.46) 
1.64 ± 0.55  
(–0.49 ± 0.54) 
トイレの滞在時間       
LcS 発酵乳群  1.57 ± 0.59  1.51 ± 0.48  (–0.06 ± 0.40) 
1.46 ± 0.39  
(–0.11 ± 0.51) 
1.42 ± 0.48  
(–0.15 ± 0.40) < 0.001 
非飲用群  1.31 ± 0.37  1.31 ± 0.41  (0.01 ± 0.20) 
1.29 ± 0.35  
(–0.02 ± 0.22) 
1.25 ± 0.39  
(–0.06 ± 0.27) 
排便未遂        
LcS 発酵乳群  1.23 ± 0.28  1.17 ± 0.19  (–0.06 ± 0.22) 
1.17 ± 0.31  
(–0.06 ± 0.41) 
1.14 ± 0.24  
(–0.08 ± 0.33) 0.511 
非飲用群  1.37 ± 0.64  1.30 ± 0.50  (–0.07 ± 0.28) 
1.32 ± 0.64  
(–0.05 ± 0.21) 
1.20 ± 0.45  
(–0.17 ± 0.34) 
腹部の不快感        
LcS 発酵乳群  1.47 ± 0.58  1.38 ± 0.57  (–0.08 ± 0.22) 
1.29 ± 0.50  
(–0.18 ± 0.41) 
1.24 ± 0.37  
(–0.23 ± 0.33) 0.366 
非飲用群  1.27 ± 0.44   1.29 ± 0.46  (0.01 ± 0.28) 
1.31 ± 0.50  
(0.04 ± 0.21) 
1.28 ± 0.56  






Table 3-1-7. 便中代謝産物濃度の変化  
  飲用前    飲用期間（飲用前からの変化）    
  1 週目    2 週目  3 週目  4 週目  P 
酢酸（µmol/g 糞便）       
LcS 発酵乳群  28.6 ± 9.4  30.8 ± 16.3  (2.2 ± 13.7) 
33.1 ± 16.7  
(4.5 ± 14.6) 
33.9 ± 15.6  
(5.3 ± 12.0) 
0.751 
非飲用群  33.9 ± 11.7  32.5 ± 13.2  (-1.4 ± 10.6) 
32.3 ± 11.9  
(-1.5 ± 9.3) 
33.7 ± 11.1  
(-0.2 ± 10.1) 
プロピオン酸（µmol/g 糞便）       
LcS 発酵乳群  11.4 ± 5.0  12.7 ± 7.7  (1.3 ± 5.1) 
12.4 ± 8.0  
(0.9 ± 5.5) 
12.5 ± 4.6  
(1.1 ± 3.1) 
0.488 
非飲用群  11.8 ± 4.0  11.4 ± 4.1  (-0.4 ± 4.8) 
10.8 ± 4.6  
(-1.0 ± 4.8) 
12.2 ± 2.9  
(0.4 ± 4.5) 
酪酸（µmol/g 糞便）       
LcS 発酵乳群  9.6 ± 5.3  9.0 ± 5.6  (-0.5 ± 4.4) 
10.2 ± 6.7  
(0.6 ± 6.4) 
10.3 ± 4.7  
(0.7 ± 1.1) 
0.458 
非飲用群  10.8 ± 5.6  10.7 ± 5.0  (-0.2 ± 4.1) 
10.2 ± 5.2  
(-0.7 ± 4.8) 
11.9 ± 7.0  
(1.1 ± 6.1) 
パラクレゾール（µg/g 糞便）       
LcS 発酵乳群  49.3 ± 31.4  51.1 ± 28.9  (1.7 ± 36.4) 
55.0 ± 26.4  
(5.7 ± 27.5) 
51.8 ± 30.0  
(3.7 ± 27.9) 
0.023 
非飲用群  52.0 ± 30.4   64.6 ± 21.5  (12.6 ± 36.9) 
61.3 ± 29.3  
(9.2 ± 40.3) 
69.2 ± 41.3  
(17.2 ± 21.2) 










Table 3-1-8. 排便回数および残便感の無い排便回数の変化  
 飲用前   飲用期間（飲用前からの変化）   
  1 週目    2 週目  3 週目  4 週目  P 
排便回数（回 /週）       
LcS 発酵乳群  6.2 ± 2.0  7.0 ± 2.1  (0.7 ± 1.4) 
7.6 ± 2.7  
(1.4 ± 2.1) 
7.9 ± 3.1  
(1.7 ± 1.8) 
< 0.001 
非飲用群  5.9 ± 1.5  6.0 ± 2.0  (0.1 ± 1.0) 
5.9 ± 1.7  
(0.0 ± 1.2) 
6.0 ± 2.0  
(0.1 ± 1.7) 
残便感の無い排便回数（回 /週）      
LcS 発酵乳群  3.2 ± 2.2  3.7 ± 3.3  (0.6 ± 2.2) 
4.5 ± 3.3  
(1.4 ± 2.5) 
5.3 ± 3.0  
(2.1 ± 2.6) 
0.039 
非飲用群  3.5 ± 2.4   4.1 ± 2.6  (0.6 ± 1.6) 
4.2 ± 2.3  
(0.7 ± 2.2) 
3.9 ± 2.8  
(0.4 ± 2.5) 






















本試験では、ローマ基準（52）に従い、BSFS スコア 1 または 2 に該当す
る便を硬めの便と定義付けた。過去の研究報告から、BSFS スコアは腸通過
時間と相関することが示されている（48–51）。Degen と Phillips は、消化管
症状や消化管疾患の罹患歴、腹部手術歴の無い健常人の腸通過時間と BSFS
スコアの関係性について調査した。スコア 1-3 に該当する硬めの便が出る場






適用できる非常に有用なツールである。本試験にて、LcS 発酵乳を 3 週間継
続飲用することにより、BSFS スコアの平均値も正常化の方向へシフトする
ことを確認した（Table 3-1-5）。  
BSFS スコアの変化が確認された一方で、便の状態を客観的に表す便中水






















酸に変換する腸内細菌も存在することが知られている（ 56 , 57）。また、短
鎖脂肪酸が腸管の蠕動運動を刺激し、便秘の緩和につながることが示唆され













































対象とした LcS 発酵乳の飲用効果検証  
 








て Chinese Constipation Questionnaire （ CCQ ） と Patient Assessment of 










下を招く。Patient Assessment of Constipation Quality of Life（PAC-QOL）は 28
項目から構成され、PAC-SYM と共に便秘関連の QoL 変化を調べることに適
した、バリデートされた質問票である（68）。PAC-SYM、PAC-QOL は便秘薬
のグローバル治験における有効性評価にも適用されており、飲用試験による




























る LcS は、出産後の女性における便秘ケアに有用ではないかと考えた。  
そこで、産褥期の女性を対象とした LcS 発酵乳飲用によるプラセボ対照




3.2.2 材料および方法  
 
被験者  
被験者の募集は SGS Life Science Services（アントワープ、ベルギー）が行
った。出産予定日から 8 週以内の健康な妊婦が被験者のスクリーニングに参
加し、条件を満たす候補者は更に出産関連の条件を満たすか否かの評価を受
けた。選択条件は次のとおり：①18 歳以上 40 歳以下である者  ②妊娠中にお
ける通常の便性状が BSFS スコア 1 または 2 に該当する者  ③自然分娩で出
産した者。除外基準は次のとおり：①承諾年齢未満である者、精神的能力ま
たは法的能力が十分でない者  ②妊娠中における通常の便性状が BSFS スコ
ア 3 以上である者  ③帝王切開で出産した者、妊娠 37 週未満の早産または
2,500 g 未満の低出生体重で出産した者  ④出産児が先天性奇形である者、ま
















した。飲用試験スケジュールを Fig. 3-2-1 に示す。試験期間は、妊娠中最長






また、飲用 14 日目、28 日目および 42 日目に PAC-SYM および PAC-QOL の
各質問票に回答させた。なお PAC-SYM/PAC-QOL のライセンスは Mapi 
Research Trust（リヨン、フランス）が保有しており、事前に使用許諾契約を
締結した。なお、PAC-SYM および PAC-QOL のベースラインデータ取得は行
わなかった。日誌は 1 週毎に回収し、PAC-SYM および PAC-QOL の質問票は
2 週毎に回収した。被験者には毎週 10 本の試験飲料（予備 3 本を含む）を配
布し、飲用済みおよび未飲用のボトルを回収して飲用コンプライアンスを確
認した。  
試験の実施に先立ち、倫理審査委員会（Commissie Voor Medische Ethiek 
Ziekenhuisnetwerk Antwerpen）により承認を受け、試験を実施した。本試験は
ヘルシンキ宣言、GCP その他の適用法の倫理規範に従った。  
 
試験飲料  










被験者は LcS 発酵乳群とプラセボ群に 1:1 でランダムに割り付けた。ラン












SYM は、症状の強さに応じて 0～4 の 5 段階でスコア化されるリッカート尺
度の質問票であり、総合スコアおよび腹部症状、直腸症状、排便症状の 3 つ
のサブスケールスコアで評価される。PAC-QOL は、便秘に関連する状態の
程度や頻度に応じて 0～4 の 5 段階でスコア化されるリッカート尺度の質問
票であり、総合スコアおよび身体的不快感、心理的不快感、心配・不安感、
満足感の 4 つのサブスケールスコアで評価される。PAC-SYM/PAC-QOL のス
コア算出は、Mapi Research Trust より提供された説明書に従った。BSFS、SBM、






ラセボ飲用後では 82%であった。有意水準を 0.05 とした両側検定によるカ
イ二乗検定に基づき、80%の検出力を得るために 1 群 17 名が必要と算出さ










排便の 25%以上で硬めの便が出る被験者の比率は GEE model で解析した。
BSFS スコア、PAC-SYM スコア（総合および 3 つのサブスケール）、PAC-QOL
スコア（総合および 4 つのサブスケール）、痔の出血は repeated ANCOVA model
または GEE model を用いて解析した。統計解析は両側検定で有意水準は 0.05
とした。被験者背景情報の影響を考慮するため、各パラメータの関連性が P 
< 0.2 となった場合は統計解析モデルに組み入れた。全ての統計解析には、


















Table 3-2-1. 試験飲料 1 本当たりの組成  
 LcS 発酵乳  プラセボ  
容量（mL）  65 65 
LcS 生菌数（CFU）  ≥ 6.5 × 10 9 – 
エネルギー（kcal/kJ）  42.9/182 42.9/182 
脂肪分（g）  < 0.1 < 0.1 
炭水化物（g）  9.6 9.6 







3.2.3 結果  
 
被験者情報  







（Fig. 3-2-2）。LcS 発酵乳群では該当する被験者比率が飲用 1-2 週目では
62.5%であり、飲用 5-6 週目には 33.3%まで低下した。一方、プラセボ群は飲
用 1-2 週目が 66.7%であり、飲用 5-6 週目には 40.0%となった。試験期間を
通じて LcS 発酵乳群の方がプラセボ群よりも該当する被験者の比率は低か
ったものの、群間に有意差は認めなかった（P = 0.589）。BSFS スコア、排便
回数および残便感の無い排便回数の変化を Table 3-2-3 に示した。LcS 発酵乳
群における各項目の平均値は飲用 1-2 週目に比べて飲用 5-6 週目で高くなっ
ていたが、プラセボ群も同様の変化を示し、いずれも群間に有意差を認めな
かった（BSFS スコア：P = 0.622、排便回数：P = 0.188、残便感の無い排便
回数：P = 0.404）。  
 
便秘関連症状および QoL の変化  
PAC-SYM スコアの変化を Table 3-2-4 に示した。LcS 発酵乳群において、
総合スコアおよび腹部症状、直腸症状、排便症状の各サブスケールスコアの
平均値は飲用 1-2 週目に比べて飲用 5-6 週目で低下しており、改善を示す方
向に変化していた。総合スコア、腹部症状スコアおよび直腸症状スコアは、
プラセボ群と比較して低かった（それぞれ P = 0.013、P = 0.043、P = 0.031）。









2-3 に示した。LcS 発酵乳群では、飲用 3 週目までは 2～4 名の被験者に痔の
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出血を認めたのに対し、飲用 4 週目では痔の出血がみられた被験者は 0～1
名に減り、飲用 5-6 週目ではほぼ認められなくなった。一方、プラセボ群で
は試験期間を通じて 4 名前後の被験者が痔の出血を認めており、その数に明
確な変化はみられなかった。少なくとも 2 週間に 1 回、痔を経験する推定確
率は LcS 発酵乳群が 18.8%、プラセボ群が 56.1%であり、LcS 発酵乳群の方








Table 3-2-2. 被験者背景情報  
 LcS 発酵乳群  
（n = 20）  
プラセボ群  
（n = 20）  
年齢（歳） a 29.6 ± 3.3 31.4 ± 4.6 
身長（cm） a 169.2 ± 6.0 169.5 ± 4.6 
体重（kg） a 65.6 ± 9.8 69.3 ± 9.7 
BMI（kg/m 2） a 22.9 ± 2.7 24.2 ± 3.3 
人種（n）    
白色人種  20（100%）  18（90%）  
 アジア人種  0（0%）  1（5%）  
その他  0（0%）  1（5%）  
妊娠中の BSFS スコア（n）    
 スコア  = 1 5（25%）  4（20%）  
スコア  = 2 15（75%）  16（80%）  
出産歴（n）    
 初産  8（40%）  6（30%）  
 経産  12（60%）  14（70%）  
出産時の会陰切開（n）    
 有り  10（50%）  6（30%）  
 無し  10（50%）  14（70%）  
出生児の体重（g） a 3,438 ± 370 3,556 ± 299 
出生児の性別（n）    
 女性  7（35%）  10（50%）  
 男性  13（65%）  10（50%）  
観察期間の便性状および排便回数    
 BSFS スコア /排便 b 2.5 ± 0.31 3.3 ± 0.34 
 排便回数 /4 日間 b 2.6 ± 0.44 2.1 ± 0.33 
 残便感の無い排便回数 /4 日間 b 2.1 ± 0.41 1.9 ± 0.23 














Fig. 3-2-2. 排便の 25%以上で硬めの便が出る被験者の比率の変化。統計解
































Table 3-2-3. BSFS スコア、排便回数および残便感の無い排便回数の変化  






1-2 週目  
飲用  
3-4 週目  
飲用  
5-6 週目  P 
BSFS スコア      
LcS 発酵乳群  3.0 ± 0.23 2.8 ± 0.25  3.3 ± 0.26  
0.622 
プラセボ群  3.1 ± 0.32 3.0 ± 0.31  3.4 ± 0.29  
排便回数  
（回 /2 週間）      
LcS 発酵乳群  13.4 ± 0.83 13.7 ± 1.38  15.1 ± 1.37  
0.188 
プラセボ群  10.1 ± 0.84 11.8 ± 1.58  13.1 ± 2.02  
残便感の無い排便回数
（回 /2 週間）      
LcS 発酵乳群  9.5 ± 1.31 11.4 ± 1.66  11.7 ± 1.67  
0.404 








Table 3-2-4. PAC-SYM スコアの変化  








1-2 週目  
飲用  
3-4 週目  
飲用  
5-6 週目  P 
総合スコア      
LcS 発酵乳群  1.3 ± 0.20 1.1 ± 0.22  0.6 ± 0.17  
0.013 
プラセボ群  1.6 ± 0.15 1.4 ± 0.16  1.1 ± 0.14  
腹部症状スコア      
LcS 発酵乳群  0.7 ± 0.20 0.7 ± 0.19  0.3 ± 0.12  
0.043 
プラセボ群  1.1 ± 0.16 1.0 ± 0.15  0.6 ± 0.15  
直腸症状スコア      
LcS 発酵乳群  1.1 ± 0.24 1.0 ± 0.33  0.5 ± 0.24  
0.031 
プラセボ群  1.5 ± 0.26 1.4 ± 0.29  1.1 ± 0.27  
排便症状スコア      
LcS 発酵乳群  1.7 ± 0.29 1.5 ± 0.28  0.9 ± 0.23  
0.095 








Table 3-2-5. PAC-QOL スコアの変化  






1-2 週目  
飲用  
3-4 週目  
飲用  
5-6 週目  P 
総合スコア      
LcS 発酵乳群  1.1 ± 0.17 0.9 ± 0.21  0.6 ± 0.15  
0.119 
プラセボ群  1.2 ± 0.17 1.0 ± 0.14  0.9 ± 0.15  
身体的不快感スコア      
LcS 発酵乳群  1.0 ± 0.22 0.9 ± 0.23  0.5 ± 0.20  
0.238 
プラセボ群  1.1 ± 0.13 1.0 ± 0.15  0.8 ± 0.14  
心理的不快感スコア      
LcS 発酵乳群  0.6 ± 0.15 0.5 ± 0.19  0.2 ± 0.08  
0.349 
プラセボ群  0.7 ± 0.16 0.4 ± 0.15  0.4 ± 0.14  
心配・不安感スコア      
LcS 発酵乳群  1.0 ± 0.17 0.7 ± 0.23  0.5 ± 0.17  
0.179 
プラセボ群  1.1 ± 0.22 0.9 ± 0.17  0.7 ± 0.19  
満足感スコア      
LcS 発酵乳群  2.3 ± 0.31 2.1 ± 0.31  1.5 ± 0.27  
0.037 




Fig. 3-2-3. 痔の出血がみられた被験者数の推移  
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3.2.4 考察  
 
本試験にて、便秘関連症状および QoL に対する LcS の機能性評価を行う
ため、PAC-SYM および PAC-QOL を採用した。その結果、プラセボとの比較
により LcS 発酵乳の継続飲用による有効性が示された（Table 3-2-4、3-2-5）。
PAC-SYM 総合スコアに関して飲用 5-6 週目でプラセボ群に比べて LcS 発酵
乳群の平均値が 0.5 ポイント下回っていた。本質問票を開発した Frank らの
報告（67）によると、0.5 ポイントの変化は最小限の臨床的な改善（minimal 
clinical improvement）を示すものであり、産褥期の女性に対する LcS による
便秘症状の改善効果はこのレベルに該当すると考えられた。また、PAC-SYM
は 0～4 の 5 段階スコア（0：absent、1：mild、2：moderate、3：severe、4：
very severe）により評価される。飲用 1-2 週目における平均スコアは LcS 発
酵乳群で 1.3、プラセボ群で 1.6 であり、mild から moderate の間で便秘症状
を感じていた。飲用 5-6 週目でもプラセボ群では平均スコアが 1.1 と mild に







しているかを示しており、0～4 の 5 段階（0：extremely、1：quite a bit、2：
moderately、3：a little bit、4：not at all）でスコア化される（68）。飲用 1-2 週
目の平均スコアは LcS 発酵乳群が 2.3、プラセボ群が 2.5 であり、moderately
から a little bit の間であった。飲用 5-6 週目ではプラセボ群は 2.3 とあまり
変化がみられなかったのに対し、LcS 発酵乳群では 1.5 となり quite a bit に
近づいていた。PAC-SYM で確認された便秘関連症状の改善と合わせて、LcS
発酵乳の継続飲用により満足感の高い排便が得られることが示された。  
PAC-SYM および PAC-QOL は直近 2 週間の振り返りにより評価を行うタ
イプの質問票であり、今回は飲用 14 日目（飲用 1-2 週目の評価）、飲用 28 日












れ、約半数の母親が経験すると報告されている（73, 88）。3.1 の試験で LcS
発酵乳の継続飲用による効果が確認された「排便の 25%以上で硬めの便が出
る」被験者の比率を本試験でも評価した。結果、LcS 発酵乳群において飲用
1-2 週目（62.5%）から飲用 5-6 週目（33.3%）にかけて該当する被験者の比
率はほぼ半減したが、プラセボ群でも比率の低下が確認され、群間の差はみ
られなかった（Fig. 3-2-2）。また、BSFS スコアにも差を認めなかった（Table 
3-2-3）。本試験では、妊娠中の BSFS スコアが 1 または 2 という便が硬めで
ある人を被験者とした。しかし両群において飲用 1-2 週目でも BSFS スコア
は 3 以上となっており、想定よりも高かった。出産後の女性に対する軟便化
効果を適切に評価するためには、被験者の選抜方法を検討する必要がある。
LcS 発酵乳群にて、排便回数や残便感の無い排便回数の平均値は飲用 1-2 週
目に比べて飲用 5-6 週目で増加していた。一方、プラセボ群でも飲用 1-2 週
目から飲用 5-6 週目にかけて増加しており、群間での差は認められなかった
（Table 3-2-3）。LcS 発酵乳群では飲用 1-2 週目でも 2 週間で平均 13.4 回で
あり、ほぼ毎日排便のある正常な範囲内であった。  
過去の調査において、出産 1 か月後の女性の約 25%で痔が認められ、3 か
月後に約 15%まで低下することが報告されている（70）。LcS 発酵乳群にお
いて痔がみられた被験者の数はプラセボ群に比べて少なく、飲用 5-6 週目で
はほぼみられなくなった。少なくとも 2 週間に 1 回痔を経験する推定確率も
プラセボ群に比べて LcS 発酵乳群で有意に低かった。興味深いことに、PAC-
SYM の直腸症状サブスケールにて痔に関連する 3 項目が設定されており
（painful bowel movement、 rectal burning during or after a bowel movement、
rectal bleeding or tearing during or after a bowel movement）、本サブスケールス






以上、バリデートされた質問票である PAC-SYM および PAC-QOL を用い


















第 4 章 国際宇宙ステーション船内環境における LcS の機能性への影響評
価  
 






























ージへの取り込みにより IL-12 の産生を誘導し、NK 細胞の活性を高めるこ





GRAS（Generally Recognized As Safe）認証も取得している。これらのことか
ら、安全な食材として LcS を宇宙空間での食生活に取り込み、宇宙滞在によ
る免疫機能の低下に対して効果を発揮することができるのではないかと考























4.2 材料および方法  
 
試験サンプル  
凍結乾燥 LcS 粉末、LcS カプセルおよび LcS カプセルを含むパッケージ
はヤクルト中央研究所にて作製した。LcS カプセルの press-through-package
（PTP）シートへの包装はアピ株式会社（岐阜）が実施した。LcS カプセル
10 個を PTP シートに封入し、乾燥機能付き脱酸素材を貼付したアルミパウ







日付は全て日本の標準時間で示す。2015 年 12 月 2 日に試験サンプルの製
造を完了し、冷蔵状態で維持した。FS および GC-US は保冷したまま米国へ
空輸し、GC-JP はヤクルト中央研究所の冷蔵庫内で保管した。FS は 2015 年
12 月 14 日に米国テキサス州ヒューストンの倉庫に移され、以降は室温で保
管した。これに合わせて、GC-US は NASA ジョンソン宇宙センター（ヒュー
ストン、米国）内の恒温槽に、GC-JP はヤクルト中央研究所内の恒温槽にそ
れぞれ移し、22℃設定で保管した。その後、FS は米国フロリダ州にある NASA
ケネディ宇宙センターへ陸路で移送した。2016 年 4 月 9 日、FS を搭載した
米国 SpaceX 社の運用するドラゴン補給船運用 8 号機（SpX-8）が軌道へ打ち
上げられ、翌日に ISS へドッキングして FS が ISS 船内の日本実験棟「きぼ
う」へ移された。ISS 船内で約 1 か月間保管した後、FS はドラゴン補給船に
戻され、2016 年 5 月 12 日に地上へ帰還した。太平洋上に着水した後、FS は
ドラゴン補給船の中から回収され、保冷状態でジョンソン宇宙センターまで
移送された。ジョンソン宇宙センター到着後は冷蔵庫に移され、GC-US と共







培養法および PMA-qPCR 法による LcS 生菌数の計測  
培養法 : カプセル中の凍結乾燥 LcS 粉末 0.1 g を生理食塩水 9.9 mL に懸濁
して 10 倍懸濁液とし、さらに 10 倍ずつ段階希釈した。希釈液は好気条件で
BCP 加寒天培地（日清製薬： 日本国内での計測、HIMEDIA Laboratories、ム
ンバイ、インド：  ジョンソン宇宙センター内での計測）を用いて 37℃で最
長 72 時間まで培養した。プレート上に 30～300 個のコロニーが検出された
場合、解析に供した。  
PMA-qPCR 法 : 凍結乾燥 LcS 粉末 0.1 g を PBS 9.9 mL に懸濁して 10 倍希
釈液とし、この懸濁液 200 μL を 800 μL の PBS に加えた。20,000 g、4℃で 5
分間遠心分離した後、ペレットを洗浄し、これを 2 回繰り返した。洗浄後の
ペレットに 5 mM の PMA（Biotium Inc.、フレモント、米国）2 μL を加えて
懸濁し、5 分間氷冷した後、LED Crosslinker（タカラバイオ株式会社、滋賀）
による光照射に供した。この PMA 処理した検体は DNA 抽出を行うまで -80℃






pLcS-57F：  CTCAAAGCCGTGACGGTC 
pLcS-597R：  ACGTGGTGCTAATAATCCTAGTG 
 
Randomly amplified polymorphic DNA（RAPD）解析  
凍結乾燥 LcS 粉末 1 さじ分を試験管内の MRS 培地にて 37℃で一晩培養




抽出し、20,400 g、4℃で 8 分間遠心分離した。上清をイソプロパノール処理
し、遠心分離して DNA を沈殿させた後、TE バッファーに溶解した。この
DNA 溶液を用いて、次の条件にて PCR を行った：94℃・2 分×1 サイクル、
94℃・30 秒－36℃・60 秒－72℃・90 秒×5 サイクル、94℃・20 秒－36℃・
30 秒－72℃・90 秒×29 サイクル、72℃・3 分×1 サイクル。この PCR に使
用したプライマー（103, 104）は下記のとおり。増幅した DNA 産物を 1.5%
アガロースゲル電気泳動に供し、解析を行った。   
 
［プライマー配列（5'-3'）］  
p1254：  CCGCAGCCAA 
p1281：  AACGCGCAAC 
p1252：  GCGGAAATAG 
p1280：  GAGGACAAAG 
pRPIR：  GGCGTCGGTT 
pRPICGR：  GGCCACGGAA 
 
全ゲノムリシーケンス解析および sequence variance 解析  
 凍結乾燥 LcS 粉末を 0.1%（w/v）となるよう MRS 培地に懸濁し、クレッ
ト単位 300 となるまで 37℃で培養した。10,000 g、4℃で 30 分間、20,000 g、
4℃で 5 分間遠心分離を繰り返した後、ペレットを TE バッファー（10 mM 
Tris-HCl 、 1 mM EDTA 、 pH8.0 ） に 懸 濁 し た 。 こ の 懸 濁 液 か ら 、 ZR 
Fungal/Bacterial DNA Mini Prep（Zymo Research Corp.、アーバイン、米国）を
用いてゲノム DNA を調製した。ゲノム DNA 2.1 μg を DNA Shearing system 
M220（Covaris Inc.、ウォーバン、米国）に供し、約 800 bp に断片化した。




イブラリーを MiSeq（ Illumina Inc.）による paired-end sequencing に供した。 
シーケンスデータは CLC Genomics Workbench（CLC Bio、フィンランズゲ
イド、デンマーク）に移し、次の条件にてトリミングを行った : trim using 
quality scores limit = 0.05; trim ambiguous nucleotides = 2; discard reads below 
length = 150.トリミング後のデータを LcS のゲノムシーケンスと照合し、マ
ッピングを行った。Variant calling は SAMtools（105）を用いて実施し、次の
条件を満たす位置の sequence variant frequency を評価した： depth for the 
chromosome > sequence coverage × 1/3、depth for the plasmid > 3 × sequence 
coverage × 1/3、SP (Phred-scaled strand bias P-value)  < 13。Variant frequency
が 50%を超える場合、一塩基多型が生じているとみなした。  
 
発酵性状解析  
糖発酵性試験 : 凍結乾燥 LcS 粉末 1 さじ分を試験管内の MRS 培地にて
37℃で一晩培養した。培養液の一部を採取し、再度 MRS 培地にて 37℃で一
晩培養した。1,660 g、4℃で 20 分間遠心分離した後、ペレットを API 50 CIIL 
medium（シスメックス・ビオメリュー株式会社、東京）にて懸濁した。指定
の手順に従い、API 50 CH strip を用いて 49 種類の糖の発酵性を評価した。  
生育曲線 : カプセル 1 個分の凍結乾燥 LcS 粉末を 10 mL の MRS 培地に懸
濁し、さらに MRS 培地で 20 倍希釈した後、新しい MRS 培地に 1%(v/v)で接
種して 37℃で 24 時間培養した。培養中、4 時間毎にサンプリングを行って




LcS 特異的抗体への反応性 : 凍結乾燥 LcS 粉末を 2 mg/mL となるよう PBS
に懸濁し、室温で 30 分間静置した。その上清を回収し、LcS 懸濁液とした。
LcS 懸濁液 400 μL を 600 μL の PBS と混合した後に 10,000 g、4℃で 5 分間
遠心分離した。ペレットに LcS 特異的モノクローナル抗体 L8 を産生するハ
イブリドーマ細胞培養上清の 10 倍希釈液 100 μL を添加し、抗体反応に供し
た。4℃で一晩インキュベートし、PBS で 2 回洗浄した後、FITC 標識された
mouse immunoglobulin light-chain antibody（clone RMK-45、BioLegend、サン
ディエゴ、米国）100 μL を添加して室温で 20 分間インキュベートした。PBS
で洗浄後、細胞を PBS に再懸濁してフローサイトメーター（Gallios、Beckman 
Coulter Inc.、フラートン、米国）による解析に供した。  
細胞壁溶解酵素に対する消化耐性 : 上記の抗体反応性解析と同じ LcS 懸
濁液に対し、M-1 細胞壁溶解酵素（N-acetylmuramidase SG、生化学工業株式
会社、東京）を 50 μg/mL となるよう添加し、37℃で最長 120 分間インキュ
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ベートした。開始直後、30 分後、60 分後および 120 分後にそれぞれ 200 μL
の反応液をサンプリングし、100℃で 5 分間加熱して酵素反応を停止した。
これらに 10%ドデシル硫酸ナトリウム 50 μL を添加し、よく混合した。分光
光度計にて 600 nm における濁度を測定し、開始直後の値との相対値（%）を
算出した。  
IL-12 産生誘導能 : 50 U/mL のペニシリンおよび 50 μg/mL のストレプトマ
イシンを含む 10% FCS/RPMI 1640 培地に上記の抗体反応性解析と同じ LcS
懸濁液を終濃度 20、60、200 μg/mL となるよう添加した。96 穴培養プレート
に 1×10 5  cells/200 μL となるようマウスマクロファージ由来 J774.1 細胞を加
え、上記の LcS 懸濁液を含む培地を添加して 37℃で 24 時間インキュベート
した。既報（106）に従い、上清を IL-12p40 測定用の ELISA に供した。  
 
4.3 結果  
 
試験サンプルの状態および環境要因の評価  
ISS にて約 1 か月間保管した後、SpX-8 で地上帰還した FS のパッケージ
外観、LcS カプセル、温度ロガーおよびバイオパドレスに損傷はみられなか
った（Fig. 4-1）。FS、GC-US および GC-JP の環境温度履歴を Fig. 4-2 に示す。
FS は、ヒューストンの倉庫に移されてから ISS 保管後に地上へ帰還するま
で、19.0℃～24.5℃の温度帯で保管されており、室温保管期間における平均
温度は 21.5℃であった。ISS 船内での保管期間中は、20.0℃～24.5℃の温度範
囲で維持されていた。FS の室温保管期間中、GC-US および GC-JP は 21℃～
22℃で安定的に維持された。作業のため一時的に冷蔵庫から取り出した場合
を除き、冷蔵保管期間中は 4℃～10℃で維持された。  
バイオパドレスによる放射線の測定結果を Table 4-1 に示す。ISS 保管中の
FS に対する総吸収線量は 8.53 ± 0.67 mGy in water、総線量当量は 17.08 ± 1.39 
mSv であった。1 日当たりの吸収線量率、線量当量率はそれぞれ 0.26 ± 0.02 
mGy、0.52 ± 0.04 mSv と算出された。これらの値は、GC-JP の値（0.002 mGy/
日、0.004 mSv/日）の約 130 倍であった。  
 
LcS 生菌数  
LcS カプセル中の LcS 生菌数の推移を Fig. 4-3 に示す。製造直後における
LcS の生菌数は 2.12 × 10 11  CFU/g 粉末であった。地上対照品の検査により、
試験期間中に生菌数が徐々に低下していたことを確認した。製造から約 6 か
月後、地上帰還した FS、GC-US および GC-JP の生菌数を一斉に測定した。
結果、FS は 1.05 × 10 11  CFU/g 粉末（製造時生菌数の 49.5%）、GC-US 8.05 × 
10 10  CFU/g 粉末（同 38.0%）、GC-JP は 9.03 × 10 10  CFU/g 粉末（同 42.6%）で
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あった。また、PMA-qPCR 法による測定の結果、FS は 12.5 ± 0.02 log 10  cells/g
粉末、GC-US は 12.4 ± 0.08 log 10  cells/g 粉末、GC-JP は 12.4 ± 0.10 log 10  cells/g
粉末となった（平均値  ± 標準偏差）。  
 
遺伝子解析および発酵性状解析  
RAPD 解析（Fig. 4-4）および全ゲノムリシーケンスによる sequence variance
解析による遺伝子解析（Fig. 4-5）を実施した。6 種類の異なるプライマーを
用いた RAPD 解析のバンドパターンにサンプル間（製造時、FS、GC-US お
よび GC-JP）での違いはみられなかった（Fig. 4-4）。また、染色体およびプ
ラスミド pLY101 の sequence variance 解析においても、サンプル間でバリア
ントのパターンは同様であり、一塩基多型も確認されなかった（Fig. 4-5）。
また、試験サンプル中の LcS を再培養したときの生育曲線および pH 変化







を認識するモノクローナル抗体 L8 への反応性（Fig. 4-8）、細胞壁溶解酵素
（N-acetylmuramidase）に対する消化耐性（Fig. 4-9）を評価した。いずれも、
FS と GC-US、GC-JP で同等の結果を示した。さらに J774.1 細胞を用いて各
試験サンプル中の LcS による IL-12 産生誘導能を比較した（Fig. 4-10）。FS、






























Table 4-1. ISS 保管中の FS の放射線被曝線量  
総吸収線量  (mGy in water)  8.53 ± 0.67 
総線量当量  (mSv) 17.08 ± 1.39 
吸収線量率  (mGy/day)  0.26 ± 0.02 
線量当量率  (mSv/day)  0.52 ± 0.04 
平均線質係数   2.00 ± 0.23 













Fig. 4-3. 各試験サンプルに含まれる LcS の生菌数推移。青：FS、オレン
ジ：GC-US、緑：GC-JP。ドットは平均値、エラーバーは標準偏差を示す
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Fig. 4-6. 再培養した試験サンプル中の LcS の生育曲線（上段）および pH




Table 4-2. 各試験サンプル中の LcS の糖資化性評価結果  
 
+：陽性、w：偽陽性、空欄：陰性。





Ribose + + +
D-Xylose
L-Xylose
Adonitol + + +
β-Methyl-xyloside
Galactose + + +
D-Glucose + + +
D-Fructose + + +
D-Mannose + + +




Mannitol + + +
Sorbitol + + +
α-Methyl-D-mannoside
α-Methyl-D-glucoside + + +
N -Acethyl-glucosamine + + +
Amygdaline + + +
Arbutine + + +
Esculin + + +
Salicin + + +
Cellobiose + + +
Maltose + + +
Lactose + + +
Melibiose
Saccharose + + +







β-Gentiobiose + + +
D-Turanose + + +
D-Lyxose



























Fig. 4-8. 各試験サンプルに含まれる LcS の LcS 特異的抗体反応後のヒスト
グラム。濃い灰色は抗体と結合した LcS、薄い灰色は抗体と結合していな
い LcS を示す。  
  















Fig. 4-9. 細胞壁溶解酵素による各試験サンプルに含まれる LcS の消化耐性






























Fig. 4-10. 試験サンプル中の LcS 刺激による IL-12 産生誘導の解析結果。バ
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4.4 考察  
 













射線の吸収線量率、線量当量率はそれぞれ 0.26 ± 0.02 mGy/日、0.52 ± 0.04 
mSv/日であり（Table 4-1）、過去に実施された宇宙実験で報告された値と同









な菌数が保たれている必要がある。地上帰還後に FS 中の LcS 生菌数を測定
した結果、1.05 × 10 11  CFU/g 粉末の菌数を維持していた（Fig. 4-3）。地上で
の保管期間を含め、製造から約 6 か月後の測定結果であり、地上対照品と比
べても同等に保たれていることを確認した。宇宙飛行士を対象とした摂取実
験にて、被験者は 1 g 相当（5 カプセル）の LcS 含有粉末を摂取する。地上
での対人試験において、1 日当たり 4 × 10 10  CFU 以上の LcS を継続摂取する
ことにより免疫機能の維持、活性化につながることが示されている（17–19, 
109）。今回の試験結果から、 ISS でも、有益な効果をもたらすと期待される






与する IL-12 の産生を誘導することを in vitro 試験系で確認した。その結果、





その他、ISS での保管による LcS の安定性について多角的に検証するため、
RAPD 解析および sequence variance 解析による遺伝子解析（Fig. 4-4、4-5）、
糖発酵性解析および再培養時の生育曲線解析による発酵性状解析（Fig. 4-6、





LcS 全てを宇宙飛行士が摂取することから、1 細胞毎ではなく、1 g 当たり約








の 挙動 が 宇 宙飛 行 に よ り 変 化 する こ と が示 唆 さ れて い る 。 Salmonella 
typhimurium の毒性が増加する（ 112 , 113）、Pseudomonas aeruginosa のバイ
オフィルム形成が促進される（ 114 ）、Staphylococcus epidermidis の生残性が
低下することが示されている（ 110 ）。また、地上にて実施された疑似微小重





ンプルの形態により ISS 保管中も LcS の活動が抑えられ、菌の性質が安定的
に維持されることに寄与していたと推察された。  
























第一の研究として、L. casei/L. paracasei との類縁種であり、欧州地域にて
ヒトの糞便からの検出が報告されている L. rhamnosus の存在下でも LcS を
検出できる新規な乳酸菌鑑別用選択培地の性能評価を行った。これまで日本
国内の対人試験で使用されてきた選択培地である LLV 寒天培地では、L. 
rhamnosus が L. casei/L. paracasei と類似のコロニーを形成するため、その形
態で見分けることは困難であった。そこで L.casei/L. paracasei と L. rhamnosus
による L-ラムノース資化性の違いに着目し、L-ラムノース資化の可否による
酸産生の差と酸化還元指示薬である TTC の呈色変化を利用した選択培地と
して M-RTLV 寒天培地が開発された。  
本寒天培地上にて L.casei/L. paracasei は赤色のコロニーを形成するのに対
し、L. rhamnosus は中央に赤い斑点のある白色のコロニーまたはピンク色の
コロニーを形成した。 M-RTLV 寒天培地にて L.casei/L. paracasei と L. 
rhamnosus の共存下で培養した結果、同一の培地プレート上でも目視で見分
けることが可能であり、各々の菌数を測定することができた。また、MRS-V
寒天培地を用いて培養温度の違いにより L.casei/L. paracasei と L. rhamnosus
の菌数を測る既報の方法と比較して同等の結果が得られ、M-RTLV 寒天培地
の方が目視で簡便に分別定量できることが示された。  
さらに、ベルギー居住者を対象とした試験にて、LcS 発酵乳を 1 週間継続
飲用した被験者の糞便を M-RTLV 寒天培地にて培養し、LcS 特異的抗体を用
いた ELISA と合わせて糞便中の LcS 菌数測定を行った。結果、M-RTLV 寒天























績もある PAC-SYM、PAC-QOL を LcS の機能性評価に用いることを検討し
た。便秘や痔になりやすいことが報告されている出産直後の女性を対象とし
たランダム化プラセボ対照二重盲検試験により、LcS 発酵乳の継続飲用が便
秘症状や QoL に及ぼす影響を PAC-SYM、PAC-QOL を用いて検証した。結
果、LcS 発酵乳群ではプラセボ群に比べて PAC-SYM 総合スコアが有意に改
善し、PAC-QOL による排便に対する満足感のスコアも LcS 発酵乳群の方が
良好であった。また、プラセボ群では飲用期間中に一定の割合で痔の出血の
ある被験者が認められたのに対し、LcS 発酵乳群では飲用 4 週目にその割合
が減少し、飲用 5 週目以降はほぼ認められなくなった。以上、PAC-SYM お
よび PAC-QOL を用いた評価による反応性が確認され、LcS 発酵乳の継続飲
用が出産後の便秘症状や QoL、痔の軽減にも有用であることが示された。  
第三の研究として、免疫機能低下などの健康リスクが報告されている ISS







内でも LcS が安定的に維持されることを確認した。宇宙空間でも LcS のプ
ロバイオティクスとしての基本的性質が保たれ、本試験サンプルを用いるこ
とにより、ISS に滞在する宇宙飛行士に対する LcS の機能性評価が可能であ
ることが示された。  





























性が発揮されることにより貪食細胞の IL-12 産生を誘導し、NK 細胞の活性
























るものである。第一の研究で確認された M-RTLV 寒天培地の特性は、他の L. 
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